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第 1 章 序論 
第 1 節 ウイルス概論 
第 1 項 ウイルスとは 













スが概念として認知されたのは、1892 年に Iwanowsky がタバコモザイク病の病原因子が細
菌濾過器を通過することを見い出し(3)、1898 年に Loeffler と Frosch によってウシ口蹄疫が
細菌濾過器を通過する因子によって引き起こされることが確認されたのが最初である(4)。
さらに Loffler は、このろ過性因子が宿主内で増殖することを確かめ、ラテン語の毒 venom
に由来し virus と名付けた(5)。 
 
 



























第 2 節 インフルエンザウイルスの生活環 
第 1 項 インフルエンザウイルス研究の疫学的重要性 
 紀元前 412 年の Hippocrates による書物には、急性的な呼吸器障害を突然発症し数週間続
いた後に快方へ向かう、というインフルエンザウイルス疾患に似た症状が記されているこ
とから(14)、インフルエンザは古代から人々に流行していた疾患と言える。特に、爆発的に





大きく 2 種類に分けられる(17)。抗原変異の 1 つ目の原因は抗原ドリフトといわれるもので、







ーゼ（NA）で決定されている。HA 抗原は 18 の亜型（H1-H18）、NA 抗原は 11 の亜型（N1-N11）
に分類されており(19)、例えば 1918 年に大流行したスペインかぜは H1N1、1968 年に大流














































第 2 項 インフルエンザウイルスの構造 
インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に属し、直径 80〜120 nm の球形もし
くは長いフィラメント状のウイルス中に 8 種類の分節化したマイナス鎖の 1 本鎖 RNA がゲ
ノムとして保持されている(14)（Fig. 1-2A、Fig. 1-3）。ウイルスゲノム RNA（vRNA）は、
塩基性ウイルスタンパク質である NP が数珠状に結合し、8 分節全ての vRNA において保存
されている末端 10 数塩基の配列には、PB2、PB1 および PA からなる RNA 依存性 RNA ポ
リメラーゼタンパク質が配位している(24)。この、ウイルス RNA-タンパク質複合体は vRNP
とよばれる（Fig. 1-2B）。ウイルスエンベロープは宿主由来の脂質二重膜で構成されており、
ウイルス膜タンパク質である HA、NA、および M2 が発現している。エンベロープ直下お
よび vRNP の周囲には粒子の裏打ちタンパク質である M1 が多数存在する(25)。 
 
 



























































































が宿主の mRNA キャップ構造を認識、PA がそれを切断し、ウイルス mRNA 合成のプライ
マーとして利用することで開始する(34)。複製反応は同じくマイナス鎖 vRNA を鋳型とする
が、まず完全長のウイルス性プラス鎖 RNA（cRNA）を合成し、それを鋳型に vRNA のコ
ピーを合成する(35)。合成された vRNA は再び RNP 複合体をとり、さらに新たに合成され
た M1 および NS2 と結合し、核外へ輸送される(36)。M1 が結合した vRNP は核内へ再移行
しない(37)。宿主タンパク質である YB-1 により微小管の重合中心（Microtubule organizing 
center；MTOC）である中心体にリクルートされた vRNP は、Rab11 依存性のリサイクリン
グエンドソームの経路で細胞膜付近まで輸送される(38-42)。HA と NA は細胞膜頂端面の脂
質ラフトに集積し(43)、Budding site を形成する。その後、HA および NA の細胞質側領域に
M1 がリクルートされ(44)、多量体化する。次いで、vRNP は M1 を介して Budding site へ集











第 3 節 アクチン関連因子 




クチンフィラメント、微小管、および中間系フィラメントの 3 つに分類される(49, 50)。 






 微小管は直径約 25 nm の中空管で、-tubulin と-tubulin のヘテロダイマーが重合するこ
とにより形成される。細胞内で、明確に独立した繊維構造として観察される。核周辺に位
置する中心体から細胞膜周辺まで広範囲に伸びていることが知られており、その長さは数










第 2 項 アクチンフィラメントの機能 




























profilin は actin と結合し、ADP から ATP への交換反応を促進することで、重合を促進する。
Arp2/3 や formin は、アクチンフィラメントの枝分かれ構造形成を促進させることがわかっ
ている。また、アクチンフィラメントに結合するタンパク質も多く知られている（Fig. 1-5C）。




non-muscle myosin II（Myosin II）も、アクチンフィラメントに結合し 3 次元的組織化に関与
するタンパク質である。Myosin II は他のタンパク質と異なりモーター活性を持ち、ATP 依
存的にアクチンフィラメント上を移動するのが大きな特徴である(55)。そのうえ、アクチン








第 3 項 ウイルス増殖におけるアクチンフィラメントの役割 
 これまで様々なウイルスが自己増殖のためにアクチンフィラメントを利用していること
が報告されている。アクチン重合阻害剤を用いた実験から、ヒト RS ウイルス（Human 








































第 5 節 一般試薬、基本的実験法 
第 1 項 一般試薬 
 試薬調製法 


























MilliQ  500 ml 
L-グルタミン 15 g 
 これらを個別のガラス瓶に入れ高圧蒸気滅菌後、室温まで冷却されたら混合し、孔
径 0.45 m のフィルターを用いて不溶物を除去した。その後、15 ml チューブに分注し
-30 ºC で保存した。 
 
10% NaHCO3溶液 
NaHCO3 10 g 




MilliQ  500 ml 
MEM 粉末（日水） 5.0 g 
高圧蒸気滅菌後、5 ml の 3% L-グルタミンを混合した。次いで、培地を中性域にす




NaCl 200 g（終濃度 3.425 M） 
KCl 5 g（終濃度 67 mM） 
Na2HPO4 36 g（終濃度 202.5 mM） 
KH2PO4 6 g（終濃度 36.75 mM） 
 MilliQ で 800 ml にメスアップ後、pH メーターを用いて pH 7.4-7.5 であることを確
認した。次いで、MilliQ で 1 l にメスアップし、高圧蒸気滅菌を行った。 
 
PBS(-) 
MilliQ 480 ml 





0.05% Trypsin/EDTA 溶液 
MilliQ 186 ml 
25x PBS(-) 8 ml 





 MDCK 細胞および HeLa 細胞を使用した。fetal bovine serum（FBS）を終濃度 10%となる
ように添加した MEM 液体培地を用い、37ºC に保温したインキュベーター内において 5%の
CO2存在下で直径 10 cmディッシュを用いて培養した。細胞は、5 mlの PBS(-)で 2回洗浄後、
1 ml の 0.05% Trypsin/EDTA 溶液とともに 37ºC で保温することによりディッシュから剥がし
た。その後、4 ml の MEM 培地で懸濁し、120 xg で 3 分間遠心操作することにより細胞を沈
殿させ、新たなMEM培地で懸濁した一部を直径 10 cmのディッシュに播種することにより、






第 3 項 抗体 
本研究で用いた抗体を以下に示す。 
 




抗 NP 抗体 ラビット  
抗 NP 抗体 マウス vRNP中のNPを認識
抗 M1 抗体 ラビット  
抗 HA 抗体（F49） マウス H3 亜型の HA を認識
抗 HA 抗体（C179） マウス H1 亜型の HA を認識
抗 M2 抗体 ラビット  
抗 PB2 抗体 ラビット  
抗 PB1 抗体 ラビット  
抗 PA 抗体 ラビット  
抗 NS2 抗体 ラット  
宿主タンパク質
に対する抗体 
抗 non-muscle myosin heavy 
chain IIA（NMHC-IIA）抗体 
ラビット  
抗-actin 抗体（clone AC-15） マウス  
抗1 integrin 抗体 マウス  
抗-tubulin 抗体（clone DMA1） マウス  
 
 マウス抗 NP 抗体は、北里大学 百瀬文隆先生より分与して頂いた。マウス抗1 integrin
抗体（BD Biosciences）は、筑波大学 金保安則先生より分与して頂いた。マウス抗 HA 抗
体（F49 および C179）は、TaKaRa より購入した。ラビット抗 M2 抗体は abcam より購入し




第 4 項 ウイルス実験法 
 ウイルス株 
 








10% BSA 溶液 
BSA fraction V 10 g 
 MilliQ で 100 ml にメスアップ後 0.22 m のフィルターでろ過滅菌し、10 ml ずつ分
注し-30ºC で保存した。 
 
1% BSA 溶液 
MilliQ  9 ml 





 孵卵場より購入した 0 日卵の有精卵を、50%前後の湿度を保ちながら 37ºC の孵卵器
で保温した。その間、8-12 時間ごとに一度卵を回転させ、発育を促した。11 日後、検
卵器を用いて卵を観察し、気室側の卵殻に直径 1 mm 程度の穴を開けた。次いで、27
ゲージのシリンジを用い、1% BSA 溶液で 103 PFU/ml に調製した種ウイルスを 100 l
ずつ接種した。マニキュアを塗布することで接種孔を塞ぎ、35.5ºC で 48 時間保温し
た。4ºC で 1 晩冷却した後、10 ml の注射筒と 18 ゲージの注射針を用いて漿尿液を回





 直径 3.5 cm のディッシュに MDCK 細胞を 2.0 x 105細胞ずつ播種し、12-16 時間後に FBS
24 
 
を添加していない MEM 培地（MEM(-)）で 2 回洗浄した。その後、1 ml のインフルエンザ
ウイルス溶液を添加し、15 分ごとに振とうしながら 37ºC で 1 時間インキュベートした。
MEM(-)で洗浄した後、NaHCO3 非添加の MEM(-)（pH 4.5）とともに 37ºC で 5 分間インキ









0.25% TPCK-Trypsin 溶液 
PBS(-)   20 ml 
Trypsin, TPCK-treated  50 mg 




MilliQ  200 ml  
Agarose, low melt 3.2 g 
高圧蒸気滅菌を行い、室温で保存した。使用前に電子レンジで再溶解させ、使用直
前まで 47ºC の高温槽で保温した。 
 
2x Maintenance medium（6 穴プレート 2 枚分） 
MilliQ   9.5 ml 
10x MEM(-)   2.6 ml （終濃度 2x） 
3% L-グルタミン溶液 260 l （終濃度 0.06%） 
10% BSA 溶液  260 l （終濃度 0.2%） 
100x MEM Vitamin 溶液 260 l （終濃度 2x） 
10% NaHCO3溶液  適量（pH 8.3 程度になるよう、色を指標に添加） 




アミドブラック 4B 1 g 
25 
 
Acetic acid  20 ml 
Ethanol  90 ml 




 6 穴プレートに 1 ウェルあたり 1x 106 個の MDCK 細胞を播種し、6-10 時間培養した。
MEM(-)で細胞を 2 回洗浄した後、段階希釈したウイルス溶液を 500 l ずつ添加し、37ºC で
1 時間インキュベートした。その後、MEM(-)で 2 回洗浄し、2x Maintenance medium と 1.6% 
Agarose を等量混合した溶液を細胞に重層した。Agarose が固化するまで室温に置き、プレ
ートを反転させてから 37ºC で培養を行った。約 48 時間後、プラークが確認されたら Acetic 
acid と Ethanol の等量混合液を 1 ウェルあたり 2 ml 程度加え、室温で 1 時間置くことにより













MilliQ  480 ml 
1 M CaCl2  500 l （終濃度 1 mM） 
25x PBS(-)  20 ml （終濃度 1x） 
1M MgCl2  250 l （終濃度 0.5 mM） 
 上記の順序で、析出しないように少しずつ混合した。用時調製した。 
 
60% Sucrose 溶液（wt/vol） 
Sucrose 30 g 
PBS(+)で 50 ml にメスアップ後、加温しながら完全溶解した。 
 
30% Sucrose 溶液（wt/vol） 
26 
 
Sucrose 15 g 
PBS(+)で 50 ml にメスアップ後、加温しながら完全溶解した。 
 
精製ビリオン保存 buffer 
MilliQ   6.29 ml 
0.5 M Hepes-NaOH（pH 7.8） 1 ml （終濃度 50 mM） 
5 M NaCl   200 l （終濃度 100 mM） 
80% Glycerol（wt/vol） 2.5 ml （終濃度 20%） 




 発育鶏卵を用いてウイルスを増殖させ、得られた漿尿液を 1,500 xg で 10 分間遠心
することで不溶性の不純物を沈殿させ除去した。その後、PEG#6000 を終濃度 8%
（wt/vol）となるように加え、4C で約 3 時間かけ完全に溶解させた。次いで、15,000 
xg で 20 分間遠心することにより、ウイルスを沈殿させた。PBS(+)で沈殿を一晩かけ
て 4ºC で溶解した後、15,000 xg で 10 分間遠心し、上清画分を回収した。溶け残り沈
殿したウイルスも、PBS(+)とともに loose type ホモジナイザーを用いて再溶解させ、
遠心操作後に上清画分を回収した。超遠心用チューブに 5 ml の 60% Sucrose 溶液、次
いで 15 ml の 30% Sucrose 溶液を重層し、最後に 16 ml のウイルス溶液を入れ、SW28
ローター（Beckman）で 24,000 rpm、4C、90 分の超遠心操作を行った。60% Sucrose
溶液と 30% Sucrose 溶液の境界面に現れた白色層を、ウイルス粒子画分として回収し
た。ウイルス粒子画分を 5 倍量以上の PBS(+)で希釈した後、SW28 ローターで 26,000 
rpm、4C、90 分の超遠心操作をすることによりウイルス粒子を沈殿させた。その後、
ペレットを精製ビリオン保存 buffer で再溶解し、分注後-80C で保存した。 
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Tris  121 g （終濃度 2 M） 
0.5 M EDTA  50 ml （終濃度 50 mM） 
Acetic acid  28.5 ml （終濃度 1 M） 
 MilliQ で 500 ml にメスアップした。 
 
1x TAE 
dH2O  19.6 l 
50x TAE  400 ml 
 
10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液 
エチジウムブロマイド 100 mg 
MilliQ   100 ml 
 ドラフト内で混合し、スターラーバーで数時間溶解後、遮光して 4C で保存した。 
 
1% Agarose gel 
Agarose  3.5 g 
MilliQ  350 ml 
 電子レンジで溶解後、両手で 5 秒程度触れるほど冷めたら 7 ml の 50x TAE および
17.5 l の 10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液（終濃度 0.5 g/ml）を添加し、混合
した。その後、専用のプラスチックトレイに入れ、コームを挿入した。Agarose が完
全に固化したらトレイから取り出し、1x TAE を満たした容器で 4C に保存した。 
 
6x サンプルバッファー 
MilliQ   35 ml 
Glycerol   15 ml （終濃度 30%） 
BPB（Bromophenol blue） 適量 
XC（Xylen cyanol）  適量 






 DNA 溶液に 1/5 量の 6x サンプルバッファーを添加し混合することにより、サンプルを作
製した。次いで、1% Agarose をアガロースゲル泳動層（Bio-Rad）にセットし、10 l 用チッ








Cell lysis buffer 
MilliQ   46.9 ml 
1 M Tris-HCl（pH 7.9） 1 ml （終濃度 20 mM） 
5 M NaCl   1.5 ml （終濃度 150 mM） 
0.5 M EDTA   100 l （終濃度 1 mM） 
10% TritonX-100  500 l （終濃度 0.1%） 
 
Solution A 
Acrylamide    145 g （終濃度 29%） 
N,N’-methylene-bis-acrylamide  5 g （終濃度 1%） 
 MilliQ で 500 ml にメスアップし、ろ過滅菌後遮光し 4C で保存した。 
 
Solution B 
Tris    90.75 g （終濃度 1.5 M） 
SDS（Sodium dodecyl sulfate）  2 g （終濃度 0.4%） 
 MilliQ で溶解後 pH 8.8 に調製し、500 ml にメスアップした。 
 
Solution C 
Tris    30.3 g （終濃度 0.5 M） 
SDS（Sodium dodecyl sulfate）  2 g （終濃度 0.4%） 
 MilliQ で溶解後 pH 8.8 に調製し、500 ml にメスアップした。 
 
10% APS 
APS（Ammonium persulfate） 5 g 
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MilliQ   50 ml 
 溶解後、0.22 m のフィルターでろ過滅菌し、1 ml ずつ分注したものを-30C で保存
した。 
 
Resolving gel（アクリルアミド濃度 10%のゲルの場合） 
MilliQ  2.5 ml 
Solution A  2 ml 
Solution B  1.5 ml 
10% APS  50 l 




MilliQ  2.7 ml 
Solution A  1 ml 
Solution C  1.25 ml 
10% APS  50 l 
TEMED  5 l 
 用時調製した。 
 
10x Transfer buffer 
Tris  120.8 g （終濃度 250 mM） 
Glycine  576 g （終濃度 33 mM） 
 dH2O で 4 l にメスアップし溶解した。 
 
SDS-PAGE 泳動用バッファー 
MilliQ  890 ml 
10x Transfer buffer 100 ml 
10% SDS  10 ml （終濃度 0.1%） 
 
4x SDS サンプルバッファー 
Solution C   25 ml 
Glycerol   20 ml （終濃度 40%） 
SDS   4 g （終濃度 8%） 
-ME（mercaptoethanol） 2 ml 
BPB   適量 
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 細胞内のタンパク質を検出する場合は、細胞を回収後 Cell lysis buffer で懸濁し超音波破砕
した。卓上遠心機で 10,000 rpm、4C で 5 分間遠心操作を行った後の上清に 1/3 量の 4x SDS
サンプルバッファーを添加し、95C で 3 分間加温したものをサンプルとした。 
 ゲルは、専用のガラス板（Bio-Rad）を用い、下部 4/5 を Resolving gel で、上部 1/5 を Stacking 
gel で作製した。SDS-PAGE 泳動層（Bio-Rad）にゲルをセットし、SDS-PAGE 泳動用バッフ
ァーで満たした後、サンプルをゲルにアプライした。BPB が Stacking gel を通過している時
は 20 mA、Resolving gel を通過している時は 40 mA で泳動を行った。 
 
 





MilliQ  750 ml 
10x Transfer buffer 100 ml 
メタノール  150 ml （終濃度 15%） 
 用時調製した。 
 
20x TBS（Tris-Buffered Saline） 
NaCl 160 g （終濃度 2.74 M） 
KCl 4 g （終濃度 53.7 mM） 
Tris 60 g （終濃度 495 mM） 
 MilliQ で 900 ml にメスアップし溶解後、塩酸を用いて pH 7.40 に調製した（35-40 ml）。
その後、MilliQ で 1 l にメスアップした。 
 
TBS 
dH2O 14.25 l 
20x TBS 750 ml 
 
5% Milk 溶液 
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スキムミルク 25 g 
20x TBS  25 ml （終濃度 1x） 
50% Tween20 1 ml （終濃度 0.1%） 
10% NaN3  1 ml （終濃度 0.02%） 
 MilliQ で溶解後 500 ml にメスアップし、4C で保存した。 
 
TBS-T 
TBS  1 l 





装置（Bio-Rad）に泳動後のゲルと親水化 PVDF 膜をセットし、Transfer buffer を満たし 4C
のクロマトチャンバー内でトランスファーを行った。45 V で 30 分間電圧をかけた後、90 V




 タンパク質がトランスファーされた PVDF 膜を 5% Milk 溶液で 1 時間インキュベートし
ブロッキングを行った。次いで、5% Milk 溶液で所定の濃度に希釈した 1 次抗体で 1 時間イ
ンキュベートした。TBS-T を用いて 5 分間の洗浄を 3 回行った後、TBS-T で 1/4000 希釈し
た 2 次抗体で 30 分間インキュベートした。なお、2 次抗体には、1 次抗体を作出した動物
種に対する抗体に HRP（Horseradish peroxidase）が結合したものを用いた。TBS-T を用いて









Tris  216 g （終濃度 892 mM） 
Boric acid  110 g （終濃度 890 mM） 
0.5 M EDTA  80 ml （終濃度 20 mM） 
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 MilliQ で 2 l にメスアップした。 
 
1x TBE 
MilliQ  540 ml 
10x TBE  60 ml 
 
Native-PAGE ゲル（アクリルアミド濃度 8%のゲルの場合） 
MilliQ  15.8 ml 
Solution A  6.67 ml 
10x TBE  2.5 ml 
10% APS  100 l 
TEMED  10 l 
 用時調製し、スラブゲルを作製した。 
 
0.5 g/ml エチジウムブロマイド染色液 
1x TBE    500 ml 




 ゲルをセットした PAGE 用泳動層（Bio-Rad）に 1x TBE を満たした。次いで、核酸を含
む溶液に 1/5 量の 6x サンプルバッファーを添加したものを各ウェルにアプライし、30 mA




 泳動後のゲルをガラス板から外し、0.5 g/ml エチジムブロマイド染色液を入れた容器で





第 6 項 大腸菌培養法 
 菌株 
 







LB agar plate 
dH2O  100 ml 
Tryptone  1 g 
Yeast extract  0.5 g 
NaCl  1.0 g （終濃度 171 mM） 
Agarose  1.5 g （終濃度 1.5%） 
 三角フラスコに入れ高圧蒸気滅菌後、20 ml ずつ計 5 枚のプレートに播き固化した。 
 
LB medium 
Tryptone  2 g 
Yeast extract  1 g 
NaCl  2 g （終濃度 171 mM） 
 dH2O で溶解し 200 ml にメスアップ後、ガラス瓶に入れ高圧蒸気滅菌を行った。 
 
LB medium（大量培養用） 
Tryptone  5.0 g 
Yeast extract  2.5 g 
NaCl  5.0 g （終濃度 171 mM） 




PIPES  3.02 g （終濃度 10 mM） 
CaCl22H2O  2.22 g （終濃度 15 mM） 
KCl  18.6 g （終濃度 250 mM） 
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 800 ml の MilliQ を加えた後、1 規定の KOH 溶液を添加（約 16 ml）することにより、
pH を 6.7 に調製した。次いで、11.0 g の MnCl24H2O を添加（終濃度 55 mM）し完全





 50 ml のコンピテントセルを作製する場合の方法を記述する。Mach1 株のグリセロールス
トックから白金耳を用いて菌体をかき取り、LB agar plate に広げた。37C で 12 時間以上培
養後、よく分離されたコロニーを 5 ml の LB medium に爪楊枝で移し、37C で OD600が 1.0
程度になるまで振とう培養した。次いで、500 ml 用の三角フラスコに入れた高圧蒸気滅菌
後の LB medium に移し、18C で OD600が 0.2-0.3 程度になるまで振とう培養した。その後、
滅菌した遠心用ボトルに移し、AVANTI HP26 遠心機（Beckman）で 3,000 rpm、4C で 5 分
間遠心操作を行った。上清を捨て、大腸菌のペレットを 100 ml ずつの TB で縣濁し、氷上
で 10 分置いた後、2,000 rpm、4C で 5 分間遠心操作を行った。上清を捨て、ペレットを 25 
ml ずつの TB で縣濁し、1 つのボトルにまとめた。次いで、1.75 ml の DMSO を滴下しなが
ら氷上で混合した。10 分後、さらに 1.75 ml の DMSO を滴下混合し、500 l ずつ 1.5 ml チ







100 mg/ml Ampicillin溶液 
MilliQ  50 ml 
Ampicillin  5 g 
 溶解後、0.22 mのフィルターでろ過滅菌し、1 mlずつ分注したものを-30Cで保存
した。 
 
LB (Amp+) agar plate 
dH2O  1 l 
Tryptone  10 g 
Yeast extract  5 g 
NaCl  10 g （終濃度 171 mM） 
Agarose  15 g （終濃度 1.5%） 
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 三角フラスコに入れ高圧蒸気滅菌後、両手で 5 秒触れるまで冷えたら 1 ml の 100 
mg/ml Ampicillin 溶液を添加し（終濃度 100 g/ml）、約 20 ml ずつプレートに播き固
化した（約 70 枚分）。 
 
LB medium (Amp+) 
Tryptone  5.0 g 
Yeast extract  2.5 g 
NaCl  5.0 g （終濃度 171 mM） 
 dH2O で溶解し 500 ml にメスアップ後、ガラス瓶に入れ、高圧蒸気滅菌を行った。
室温まで冷却された後、500 l の 100 mg/ml Ampicillin 溶液を添加し（終濃度 100 
g/ml）、4C で保存した。 
 
LB medium (Amp+)（大量培養用） 
Tryptone  2.5g 
Yeast extract  1.25 g 
NaCl  2.5 g （終濃度 171 mM） 
 dH2O で溶解し 250 ml にメスアップ後、500 ml 用の三角フラスコに入れ、高圧蒸気
滅菌を行った。室温まで冷却された後、使用直前に 250 l の 100 mg/ml Ampicillin 溶




 DNA 溶液を、10 倍量以上のコンピテントセルと混合し、氷上に 10 分間置いた。次いで、
37C で 1 分加温し、すぐに氷上に戻し 10 分間置いた。2 倍量以上の LB medium を加え、37C
で 30 分インキュベートしたものを、LB (Amp+) agar plate に広げた。プレートを 37C で 12
時間以上培養後、よく分離されたコロニーを 5 ml の LB medium (Amp+)に爪楊枝で移し、
OD600が 1.0 程度になるまで 37C で振とう培養した。次いで、500 ml 用の三角フラスコに入
れた高圧蒸気滅菌後の LB medium (Amp+)に移し、OD600が 1.0 以上になるまで 37C で振と
う培養した。その後、遠心用ボトルに移し、AVANTI HP26 遠心機（Beckman）で 3,500 rpm、




第 7 項 Real-time PCR による RNA 定量法 





Trisodium citrate dehydrate 0.3 g （終濃度 25 mM） 
10% N-lauroyl sarcosine 2 ml （終濃度 0.5%） 
Guanidine thiocyanate  18.9 g （終濃度 4 M） 
 MilliQ で 40 ml にメスアップし、室温で保存した。 
 
2 M CH3COONa (pH 4) 
CH3COONa  9.84 g 
MilliQ  10 ml 
 65C で加温して溶解し、pH 4 になるまで Acetic acid を添加した（約 40 ml）。MilliQ




次いで、MilliQ を添加し激しく混和し、4C で保存した。 
 
DNase 反応液 
MilliQ  7 l 
1 M Tris-HCl (pH 7.9) 2.5 l （終濃度 50 mM） 
1 M MgCl2  0.5 l （終濃度 10 mM） 
RNase inhibitor 0.2 l  




MilliQ  9.9 ml  
1 M Tris-HCl (pH 7.9) 100 l （終濃度 10 mM） 
 
SDS buffer 
MilliQ  19.6 ml 
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1 M Tris-HCl (pH 7.9) 8 ml （終濃度 200 mM） 
5 M NaCl  2.4 ml （終濃度 300 mM） 
0.5 M EDTA  2 ml （終濃度 25 mM） 
10% SDS  8 ml （終濃度 2%） 
 
・細胞内 total RNA の精製 
 
 ディッシュから細胞をスクレーパーで回収し、卓上遠心機（Eppendorf）で 3,000 rpm で 5
分間遠心した。上清を捨て、500 l の Denature solution と 3.5 l の-ME を細胞ペレットに添
加後、ツベルクリン用 27 ゲージシリンジに 15 回通すことで、細胞を崩壊させた。次いで、
50 l の 2 M CH3COONa (pH 4)、500 l の水飽和フェノール、および 200 l のクロロホルム
／イソアミルアルコール混合物（29:1）を加えボルテックスした後、氷上に 15 分間置いた。
その後、卓上遠心機で 15,000 rpm、4C、20 分間の遠心を行った。水層を回収し 500 l のイ
ソプロパノールと混和後、-30C で 30 分間インキュベートし、卓上遠心機で 15,000 rpm、
4C、20 分間の遠心を行った。上清を捨て、70%エタノールでペレットを洗浄した。ペレッ
トを 40 l の MilliQ で溶解後、10 l の DNase 反応液と混和し、37C で 1 時間インキュベー
トした。フェノールクロロホルム抽出を 2 回行った後、エタノール沈殿を行った。Tris buffer
でペレットを溶解後、NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）を用いて total RNA 量を測定した。
その後、total RNA 濃度が 100 ng/l になるよう Tris buffer で希釈し、細胞内 total RNA サン
プルとした。 
 
・上清画分の RNA の精製 
 
 上清画分を 100 l 回収し、卓上遠心機で 15,000 rpm、4C、1 分間の遠心を行うことによ
り、上清中に含まれる死細胞等を除去した。上清 60 l を 340 l の SDS buffer と混合し、フ
ェノールクロロホルム抽出を 3 回行い、次いで、エタノール沈殿を行った。6.5 l の Tris buffer
でペレットを溶解し、上清画分の RNA サンプルとした。 
 
 




 細胞内 total RNA を鋳型とする場合は、6.5 l の 100 ng/l total RNA サンプルを用い、上
清画分の RNA を鋳型とする場合は、6.5 l に溶解した上清画分の RNA サンプル全量を用い
た。10 pmol/l の濃度に調製した逆転写用プライマ （ー第 5 分節 vRNA 検出用逆転写用プラ
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イマー；NP-400 for）を 0.5 l 添加し、65C で 5 分間インキュベート後、ただちに氷上で急
冷した。その後、ReverTra Ace（TOYOBO）に付属の 5x RT buffer を 2 l、10 mM の dNTPs
混合液を 0.5 l、RNase inhibitor および ReverTra Ace を 0.25 l ずつ添加し、42C で 1 時間イ
ンキュベートした。次いで、95C で 5 分間加温することにより RNA／DNA ハイブリッド
を解消させた。 
 
・Real-time PCR 反応 
 
 逆転写反応後のサンプル全量（10 l）に 990 lのMilliQを添加し混合することにより 1/100
希釈液を作製した。これを元に 1/300 希釈液を作製し、Real-time PCR 反応のサンプルとし
た。1/300 希釈液 4 l に対し、MilliQ を 0.6 l、10 pmol/l の濃度に調製した Real-time PCR
用プライマー（第 5 分節 vRNA 検出用 PCR プライマー；NP-400 for および NP-614 rev）を
0.2 lずつ、および FastStart SYBR Green Master（Roche Applied Science）を 5 l添加し、Thermal 
Cycler Dice Real Time System（TaKaRa）を用いて PCR 反応および半定量を行った。なお、
反応は同一のサンプルを 3 つ調製して行いそれぞれの数値の平均値をデータとし、1/100、










PBS(-)   49.5 ml 
DMSO（Dimethyl sulfoxide） 500 l 
 室温保存した。使用前に 37C で保温した。 
 
4% PFA（Paraformaldehyde）/PBS(-) 
PBS(-)  45 ml 
Paraformaldehyde 2.0 g 
 ローテーターを用いて数時間かけて溶解させた後、1 規定の HCl を添加（約 800 l）




NP-40（Nonidet P-40） 5 g 
 MilliQ で 50 ml にメスアップし、室温保存した。 
 
0.5% NP-40 
PBS(-)  38 ml 
10% NP-40  2 ml 
 
1% Milk 溶液 
スキムミルク 0.5 g 
10% NP-40  500 l （終濃度 0.1%） 
10% NaN3  100 l （終濃度 0.02%） 




 直径 3.5 cm のディッシュの底に直径 15 mm のカバーガラス（松浪硝子工業）を置き、ク
リーンベンチ内で UV を 5 分照射した。次いで 2x 105の MDCK 細胞を播種し、細胞接着後
に通常の感染操作を行った。所定の時間で細胞を 1% DMSO/PBS(-)で 5 分間 3 回洗浄後、4% 
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PFA/PBS(-)で 15 分間固定した。PBS(-)で 3 回洗浄した後、0.5% NP-40 で 5 分間透過処理し、
1% Milk 溶液で 30 分間ブロッキング操作を行った。 
なお、HA の染色を行った際は、0.5% NP-40 で 5 分間の透過処理は行わなかった。その代
わり、細胞を抗 HA 抗体とインキュベートした後で、再び 4% PFA/PBS(-)で 15 分間固定し、
次いで 0.5% NP-40 で 5 分間透過処理した。その後、1% Milk 溶液で 30 分間ブロッキングを








MilliQ  40 ml 
0.5% NP-40  10 ml 
 
1 mg/ml DAPI 
MilliQ    10 ml 
DAPI（4’,6-Diamidino-2-Phenylindole） 10 mg 
 溶解後、50 l ずつ分注し-30C に保存した。 
 
1/2500 DAPI/PBS(-) 
PBS(-)  5 ml 




NaHCO3 134.4 mg （終濃度 40 mM） 
Na2CO3 254.4 mg （終濃度 60 mM） 
MilliQ で 40 ml にメスアップし、室温に保存した。 
 
Mount media 
Glycerol   10.71 g 
p-Phenylendiamine/20x PBS(-) 0.5 ml 
Carbonic buffer  1 ml 






1% Milk 溶液で所定の濃度に希釈した 1 次抗体をパラフィルム上に乗せ、その上に反転さ
せたカバーガラスを乗せて 1 時間インキュベートした。0.1% NP-40 で 5 分間 3 回洗浄後、
PBS(-)で 1/200 倍に希釈した 2 次抗体で、1 次抗体の時と同様の方法で 30 分間インキュベー
トした。なお、2 次抗体は、1 次抗体を作出した種に対する抗体に Alexa Fluor-488 もしくは
Alexa Fluor-568 が結合したもの（Life Technologies）を用いた。0.1% NP-40 で 5 分間 3 回洗
浄後、1/2500 DAPI/PBS(-)で 5 分間インキュベートした。その後、PBS(-)で 5 分間 3 回洗浄










NP-400 for 5-GACGATGCAACGGCTGGTCTG-3 
NP-614 rev 5-AGCATTGTTCCAACTCCTTT-3 
Uni-12 5-AGCRAAAGCAGG-3 
Udorn Seg7-26 for 5-ATGAGCCTTCTGACCGAG-3 
Udorn Seg7-784 rev 5-TCACTTGAATCGTTGCATC-3 









CRM1 chromosome region maintenance 1 
cRNA complementary RNA 
CytoD Cytochalasin D 
GFP green fluorescent protein 
HA haemagglutinin 
hpi hours post infection 
M1 matrix protein 1 
M2 matrix protein 2 
MOI multiplicity of infection 
mRNA messenger RNA 
MTOC microtubule organizing center 
Myosin II non-muscle myosin II 
NA neuraminidase 
NLS nuclear localization signal 
NMHC-IIA non-muscle myosin heavy chain IIA 
NP nucleoprotein 
NS1 nonstructural protein 1 
NS2 nonstructural protein 2 
PA polymerase acidic protein 
PB1 polymerase basic protein 2 
PB2 polymerase basic protein 1 
PLA proximity ligation assay 
RNAi RNA interference 
rpm rotation per minute 
SEM scanning electron microscopy 
vRNA viral genome RNA 

























第 2 章 アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルス粒子形成に
与える影響の解析 
第 1 節 概論 














は 3 種のウイルスポリメラーゼ PB1、PB2、PA が結合した vRNP とよばれる構造を取って
いる。核内で複製された vRNP は、M1 および NS2 と結合する。vRNP は核外移行シグナル




た HA は、小胞体内あるいはゴルジ体へ輸送されるまでの間の膜画分内（ER-Golgi 
intermediate compartment：ERGIC）で 3 量体を形成する。その後、ゴルジ体で糖鎖修飾を受

















Myosin は、アクチンフィラメントに結合し ATP の加水分解を利用してアクチンフィラメ
ント上を移動する分子モータータンパク質であり、多種類のタンパク質で構成されるスー
パーファミリーを形成している。Myosin ファミリーの多くは、Tail domain とよばれる領域
を有し、アクチンフィラメント以外のタンパク質と特異的に結合し、積荷として輸送する
ための領域である(85, 86)。一方、Myosin II は Tail domain を持たないため積荷を輸送する機
能はないと考えられている(87)。その代わり、アクチンフィラメントに動的変化を生じさせ






Myosin II は、1 対の Heavy chain と 2 対の Light chain から構成される（Fig. 2-1A）。Heavy 
chain は Head domain と Coiled-coil domain に分かれている。Myosin II は、Heavy chain の Head 
domain を介してアクチンフィラメントと結合し、移動する活性を持つ。また、それらの機
能は Head domain が有する ATP の加水分解活性に依存的である。Coiled-coil domain は、対
をなす Heavy chain 同士の結合、および他の Myosin II 分子との双極性の結合における責任
領域である（Fig. 2-1A、B）(55)。つまり、Myosin II は Coiled-coil domain を介して他の Myosin 






Figure 2-1 Non-muscle myosin IIの構成因子とBlebbistatinの作用機序
（A）Non-muscle myosin IIの構成因子



















第 2 節 実験材料と方法 
第 1 項 ウイルス株 




第 2 項 阻害剤を用いた実験法 
・阻害剤ストック溶液の調製 
 
50 mM Blebbistatin 溶液 
DMSO   342 l 
(-)-Blebbistatin（SIGMA） 5 mg 
 溶解後 25 l ずつ分注し、遮光して-30C で保存した。 
 
10 mM Cytochalasin D 溶液 
DMSO   1 ml 
Cytochalasin D（SIGMA） 5 mg 










第 3 項 RNA interference（RNAi）法 
・RNAi 
 










Opti-MEM（Gibco）    100 l 




Opti-MEM  400 l 





 RNAiMAX 含有溶液と RNAi 溶液をピペッティングにより混合し、室温で 20 分インキュ
ベートした。次いで、直径 6 cm のディッシュに 2x 105/ml の HeLa 細胞を 2.5 ml 入れ、先ほ
どの混合液を全量添加した。ディッシュをゆすり混和後、細胞培養用インキュベーターで
培養を開始した。24 時間後に細胞を回収し、細胞数を計測後、直径 3.5 cm のディッシュに
2x 105細胞ずつ播種した。それから 24 時間後に感染実験を行った。 
 
 
第 4 項 Membrane floatation assay 
・試薬 
 
Hypotonic lysis buffer 
MilliQ   39.24 ml  
1 M Tris-HCl (pH 7.9)  400 l （終濃度 10 mM） 
2.5 M KCl   160 l （終濃度 10 mM） 





Low salt buffer 
MilliQ   49 ml  
1 M Tris-HCl (pH 7.9)  500 l （終濃度 10 mM） 
2.5 M KCl   500 l （終濃度 25 mM） 
1 M MgCl2   250 l （終濃度 5 mM） 
 
5% Sucrose 溶液 (wt/wt) 
Sucrose 1.0 g 
 Low salt buffer を添加することで計 20 g にした。 
 
55% Sucrose 溶液 (wt/wt) 
Sucrose 11 g 
 Low salt buffer を添加することで計 20 g にし、65C で溶解した。 
 
75% Sucrose 溶液 (wt/wt) 
Sucrose 15 g 




 直径 10 cm のディッシュに 1.5x 106個の MDCK 細胞を播種し、インフルエンザウイルス
PR 株を MOI=3 で感染させた。5 時間後に Bleb を添加し（終濃度 150 M）、感染 8 時間後
に細胞をスクレーパーで回収した。氷上で冷却した PBS(-)で洗浄した後、450 l の Hypotonic 
lysis buffer で細胞をピペッティングし、氷上で 30 分間静置した。次いで、ツベルクリン用
27 ゲージシリンジに 25 回通すことで、細胞膜を崩壊させた。卓上遠心機で 3,000 rpm、5 分
間の遠心操作を行うことで、細胞核および崩壊していない細胞を除去した。この上清を
Postnuclear supernatant とした。400 l の Postnuclear supernatant を 2 ml の 75% Sucrose 溶液と
混合し（終濃度 62.5% Sucrose）、そのうち 2 ml を超遠心用チューブの底部に入れた。次い
で、2.5 ml の 55% Sucrose 溶液および 0.6 ml の 5% Sucrose 溶液を静かに重層した。その後、
SW55 ローター（Beckman）で、38,000 rpm、4C、18 時間の超遠心を行った。チューブの上
部から溶液を 400 l ずつ回収し（計 12 画分）、細胞膜画分付近だと思われる上から 3 つの
画分（Fr. 1-3）からそれぞれ 10 l ずつ取り、SDS-PAGE および Western blotting 法を行った。






第 5 項 Scanning electron microscopy（SEM）法 
・試薬 
 
PB（0.1 M リン酸バッファー） 
MilliQ      850 ml 
インスタント燐酸緩衝液 5（三菱化学メディエンス） 150 ml 
 高圧蒸気滅菌後、さらに 1 l の MilliQ と混和し室温保存した。 
 
2% グルタルアルデヒド/PB 
PB     9.2 ml 




PB   150 ml 
4% OsO4  50 ml 




 カバーガラスを敷いたディッシュで培養した細胞を所定の時間で回収し、 1% 
DMSO/PBS(-)で 3 回洗浄した後、2% グルタルアルデヒド/PB を添加し、4C で 30 分以上静
置し前固定した。PB で 10 分間の洗浄を 5 回行い、次いで 1% OsO4 で 45 分間固定した。PB
で 10 分間の洗浄を 5 回行った後、50%、70%、80%、95%のエタノールでそれぞれ 5 分間ず
つ静置した。その後、99.5%のエタノールに 10 分間、3 回置換することにより、エタノール
脱水を行った。T-ブチルアルコールで 10 分間、3 回静置した後、冷凍庫で 10 分間凍結して
から、ポンプを用いて凍結乾燥を行った。専用のシールが塗布された金属製試料台にカバ
ーガラスを装着し、イオン化装置（日本電子）でサンプルの白金コーティングを行った。
これを SEM サンプルとし、JSM-6320F 電界放出型走査電子顕微鏡（日本電子）を用いて観
察を行った。 
 
・免疫 SEM 法 
 
 カバーガラスを敷いたディッシュで培養した細胞を所定の時間で回収し、 1% 
DMSO/PBS(-)で 3 回洗浄した後、4% PFA/PBS(-)で 15 分間固定した。PBS(-)で 3 回洗浄した
52 
 
後、1% BSA 溶液で 30 分間ブロッキング操作を行った。次いで、1% BSA 溶液で 1/100 倍に
希釈したマウス抗 HA 抗体と 1 時間インキュベートした。PBS(-)で 3 回洗浄した後、1% BSA
溶液で 1/10 倍に希釈した 2 次抗体と 1 時間インキュベートした。なお、2 次抗体は抗マウ
ス IgG が直径 40 nm の金コロイドに結合しているもの（BioAssay Works）を用いた。その後、
PBS(-)で 3 回洗浄し、2% グルタルアルデヒド/PB を添加し 4C で 30 分以上静置し前固定し




第 3 節 実験結果 
第 1 項 Blebbistatin 処理による non-muscle myosin II のアクチンフィラメントからの解離 
Myosin II のアクチンフィラメントへの結合と移動は、Heavy chain 内の Head domain が有
する ATP 加水分解活性（ATPase 活性）に依存する。Head domain が ADP と結合している時
はアクチンフィラメントへの結合は強く、ATP もしくは ADP とモノリン酸と同時に結合し
ている時はその結合が非常に弱い。これまで、Myosin II の阻害剤としては 2,3-butane dione 
monoxime（BDM）が広く用いられてきたが、筋細胞の Myosin II には作用するが非筋細胞
の Myosin II には効果がないこと、また、カルシウムチャネルにも影響を与えることなどか
ら(95)、非筋細胞の Myosin II に特異性の高い阻害剤が期待されていた。そこで、リコンビ
ナントのヒト血小板由来 Myosin II とアクチンフィラメントからなる試験管内アッセイ系を
用い、Myosin II の ATPase 活性を阻害する低分子化合物をスクリーニングし、得られた化合
物が Blebbistatin（Bleb）である(96, 97)。Bleb は、骨格筋 Myosin II、および非筋細胞 Myosin 
II に対しては可逆的な阻害活性を示したが、Myosin I、V、X、および平滑筋 Myosin II には
ほとんど影響を及ぼさないことが報告されている(98)。 
Bleb は、Head domain からモノリン酸を遊離する過程を阻害することにより、Myosin II
とアクチンフィラメントの結合を減弱させる薬剤である。したがって、Bleb を処理した細
胞では、アクチン-ミオシンネットワークが崩壊する（Fig. 2-1C）。 
MDCK 細胞を用いてアクチン-ミオシンネットワークを観察したところ、Myosin II はアク
チンフィラメントと細胞膜直下で共局在し、フィラメント状の構造物として検出されたこ
とから、アクチン-ミオシンネットワークが形成されていると推察された（Fig. 2-2、上段）。





第 2 項 Bleb がインフルエンザウイルス増殖に与える影響 
 アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルス粒子形成に与える影響を調べ
るため、MDCK 細胞にインフルエンザウイルス PR8 株を感染させ、5 時間後に Bleb を添加
し、感染 8 時間後に細胞および上清画分を回収した。プラークアッセイ法により上清画分
のウイルス力価を定量したところ、Bleb の量依存的に低下していることが明らかとなった
（Fig. 2-3A、lanes 5-8）。このとき、actin の重合を阻害する薬剤として Cytochalasin D（CytoD）
を用いたところ、同様に量依存的にウイルス力価が低下していた（Fig. 2-3A、lanes 2-4）。
Figure 2-2 Blebbistatin処理によるnon-muscle myosin IIの
アクチンフィラメントからの解離
非感染MDCK細胞に、Blebを終濃度50 Mとなるよう添加した。1時間後に細胞を固定し、ラ















感染細胞から精製したtotal RNAを、第5 分節vRNAに特異的なNP-400 forプライマーを用いて、
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薬剤非存在下のウイルス力価と比較すると、150 M の Bleb 存在下では 4%、100 M の CytoD
存在下では 16%まで低下することが分かった。 
 細胞内のウイルスゲノム量を定量するため、これらの細胞から RNA を精製後、第 5 分節
vRNA を Real-time RT-PCR 法により検出した。その結果、Bleb、CytoD いずれの薬剤処理に
おいても vRNA 量に変化はないことが分かった（Fig. 2-3B）。ウイルスタンパク質量を検討
するため、細胞を可溶化した後、抗 NP および抗 M1 抗体を用いた Western blotting 法を行っ
たところ、いずれの薬剤処理においてもウイルスタンパク質量は変わらないことが分かっ 
た（Fig. 2-3C）。これらの結果より、アクチン-ミオシンネットワークはインフルエンザウイ
ルス RNA 合成およびタンパク質合成以降の過程において、重要であることが示唆された。 
 
 
第 3 項 Myosin II ノックダウン細胞におけるインフルエンザウイルス増殖 
 Bleb は Myosin II の ATPase 活性を阻害することにより、アクチン-ミオシンネットワーク
の形成を阻害する薬剤である(96, 97)。Bleb の添加で見られたインフルエンザウイルス増殖
の阻害効果を確かめるため、RNA interference（RNAi）法により Myosin II の発現量を減少さ
せ、検討を行った。non-muscle myosin IIA の Heavy chain（NMHC-IIA）に対する RNAi を
HeLa 細胞に導入し 48 時間後の細胞を可溶化した後、抗 NMHC-IIA 抗体を用いて Western 
blotting 法を行った。その結果、タンパク質量 5 g 相当分の Myosin II ノックダウン細胞（Fig. 
2-4A、lane 4）とタンパク質量 1.25 g 相当分のコントロール細胞（Fig. 2-4A、lane 1）にお
ける Myosin II 量がほぼ同程度であったことから、ノックダウン細胞では Myosin II が 25%
程度にまで減少していることが分かった。 
 次いで、これらの細胞にインフルエンザウイルス PR8 株を感染させ、12 時間後の上清画
分に含まれるウイルス力価をプラークアッセイによって定量した。その結果、Myosin II ノ
ックダウン細胞ではウイルス力価が 12%程度まで低下していることが明らかとなった（Fig. 
2-4B）。この時、感染細胞から RNA を精製し、第 5 分節 vRNA を Real-time RT-PCR によっ
て定量したところ、Myosin II ノックダウン細胞においてもコントロール細胞と同程度の
vRNA が検出された（Fig. 2-4C）。また、感染細胞を可溶化し、抗 NP および抗 M1 抗体を用
いて Western blotting 法を行ったところ、ウイルスタンパク質量もコントロール細胞と
Myosin II ノックダウン細胞とで大きな変化は見られなかった（Fig. 2-4D、lanes 3-4）。した










ンしたHeLa細胞を、感染直前に回収した。細胞を可溶化し超音波破砕後、 1.25 g （lane 1）, 





感染細胞から精製したtotal RNAを、第5 分節vRNAに特異的なNP-400 forプライマーを用いて、
逆転写反応を行った。その後、NP-400 forとNP-614 revプライマーを用いてReal-time PCRを行い
定量した。コントロールsiRNAをトランスフェクションした細胞における量を1として示す。
（D）Western blotting法によるウイルスタンパク質の検出
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第 4 項 アクチンフィラメントを介した Bleb の作用 
 次に、インフルエンザウイルス増殖における Bleb の効果を CytoD 存在下で検討した。Fig. 
2-3A の実験で得られたウイルス力価から、CytoD の 50%阻害濃度（half maximal inhibitory 
concentration：IC50）は 20 M であった。そこで、CytoD 非存在下および 20 M の CytoD 存
在下において、Bleb の効果を検討した。MDCK 細胞にインフルエンザウイルス PR8 株を感
染させ、5 時間後にこれらの薬剤を添加し、8 時間後に上清画分を回収しプラークアッセイ 
法によりウイルス力価を求めた。ウイルス力価は阻害剤非存在下における値に対する相対
値で示した（Fig. 2-5A、-CytoD、lane 1）。その結果、CytoD 非存在下において、5 M の Bleb
添加によりウイルス力価は 48%程度に減少した（Fig. 2-5A、-CytoD、lane 1-2）。一方、CytoD
存在下においては、5 M の Bleb 添加によりウイルス力価はほんのわずかしか低下しなかっ
た（Fig. 2-5A、+CytoD、lane 1-2）。これらの値から Bleb の IC50を計算したところ、CytoD
非存在下では 5 M 以下であったのに対し、CytoD 存在下では 30.2 M と高い値であった。
また、CytoD と Bleb の効果の相関性を調べるため、定量したウイルス力価から CalcuSyn ソ
フトウェアを用いて combination index（CI）を算出したところ、1.2 以上であった。これは、
Bleb の効果が CytoD の効果と競合することを示している。この時、感染細胞内の vRNA を
定量するため第 5 分節 vRNA を Real-time RT-PCR 法によって定量したところ、CytoD およ
び Bleb 存在下においても vRNA 合成量に変化はなかった（Fig. 2-5B）。また、細胞を溶解し、







第 5 項 vRNP の核外輸送 
 核内で複製された vRNA は vRNP 構造を形成した後に M1 と NS2 とともに CRM1 依存的
に細胞質へと輸送される(36, 75-78)。その後、vRNP は細胞膜直下へ輸送され、M1 や HA な
どのウイルス構造タンパク質とともに子孫ウイルス粒子に取り込まれる。Bleb の添加によ
りインフルエンザウイルス粒子の形成に異常が生じたことから、これらの過程のどこかが
Bleb によって阻害されていると考えられる。そこで、まず vRNP の核外輸送過程にアクチ
ン-ミオシンネットワークが関与しているかどうかを調べた。 
MDCK 細胞にインフルエンザウイルス PR8 株を感染させ、5 時間後に DMSO もしくは Bleb
を添加し、マウス抗 NP 抗体（mAb61A5）を用いた間接蛍光抗体免疫染色法を行った。マ









感染細胞から精製したtotal RNAを、第5 分節vRNAに特異的なNP-400 forプライマーを用いて、
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いるため、検出されたシグナルは vRNP 中の NP であると考えられる。その結果、感染細胞
では大部分の vRNP が細胞質で検出された（Fig. 2-6、中段、緑）。これより早い感染時間の
細胞で免疫染色法を行った時には大部分の vRNP が核内に局在していたことから（(100)、
data not shown）、本実験の条件においては vRNP が核内から細胞質へと輸送されていること
を示している。一方、Bleb を添加した感染細胞でも、Bleb 非添加時と同程度の割合で vRNP




第 6 項 ウイルス粒子構成因子の細胞膜への輸送 





染させ、5 時間後に DMSO もしくは Bleb を処理し、感染 8 時間後に細胞を固定した。次い










ちなみに、M1 は vRNP や HA よりも細胞膜へ局在する割合が低かった（Fig. 2-7B、中段、
下段）。これは、M1 が細胞膜直下だけでなく細胞質にも多く局在するタンパク質であるこ
とに由来する。 
 この結果を確かめるため、vRNP、M1、および HA の細胞膜への輸送を Membrane floatation 
assay を用いて検討した。インフルエンザウイルス PR8 株を MDCK 細胞に感染させ、5 時間
後に DMSO もしくは Bleb を処理し、感染 8 時間後に細胞を回収した。Hypotonic buffer およ
びシリンジを用いて調製した Postnuclear supernatant 画分を、ショ糖密度勾配遠心法を用い
て 4C で分画した。細胞膜は脂質が多いため密度が低く、5%と 55%のショ糖溶液の境界付
































































画分として解析を行った。その結果、宿主の細胞膜タンパク質である1 integrin は、Bleb 非 
存在下および存在下ともに細胞膜画分に高度に検出された（Fig. 2-8、4 段目）。-tubulin は 
微小管構成タンパク質で、通常は細胞膜に結合し細胞質に広がった構造をとるが、4C では
微小管が崩壊し細胞膜から解離することが知られている。よって、-tubulin は細胞膜画分
にほとんど検出されなかった（Fig. 2-8、下段）。また、1 integrin および-tubulin の分布は
Bleb 存在下においても変化がなかった。この条件でウイルスタンパク質の分布を調べたと
ころ、HA、NP、M1 のいずれにおいても、Bleb 存在下で細胞膜画分へ回収されるタンパク
質量は Bleb 非存在下での量と同程度であった（Fig. 2-8、上段、2 段目、3 段目）。したがっ












フルエンザウイルス PR8 株はほぼ球状のウイルスであるため、SEM 法による表面構造の観
察を行ったところ、出芽途中のウイルス粒子を細胞由来の微絨毛と区別することが出来な
かった（data not shown）。したがって、本実験では、長いひも状の粒子を産生することが知







に Bleb を処理した場合においては、細胞表面に大きな凝集構造が観察された（Fig. 2-9A、
右下）。ちなみに、このときの上清画分を回収しプラークアッセイ法を用いてウイルス力価
を定量したところ、PR8 株を用いた Fig. 2-3A の時と同様に、Bleb を添加したサンプルでは

































































































































 次に、Bleb 添加時に観察された凝集構造の大きさの分布を検討するため、直径 1 m 以上
の凝集構造の長さを測定し、その結果を散布図で表した（Fig. 2-9B）。非感染細胞では構造




て大きな凝集構造であったことから（Fig. 2-9B、Mock +Bleb、Infected +Bleb）、出芽途中の 
ウイルス粒子に由来した構造物であると考えられる。 
 直径7 m以上の凝集構造が1つ以上観察された細胞の割合を百分率で示した（Fig. 2-9C）。
その結果、感染細胞において、Bleb 未処理のサンプルでは大きな凝集構造を有する細胞は 
わずか 7%であったのに対し（Fig. 2-9C、Infected -Bleb）、Bleb を処理したサンプルでは 56%
にまで上昇していることが明らかとなった（Fig. 2-9C、Infected +Bleb）。また、非感染細胞
においては、Bleb を処理したサンプルでも大きな凝集構造を有する細胞は 10%程度と低い
割合であることが分かった（Fig. 2-9C、Mock +Bleb）。 
 これらの結果より、Bleb を添加した感染細胞で観察された凝集構造は、出芽途中のウイ
ルス粒子に由来した構造物であると考えられる。ウイルス粒子の表面にはウイルス膜タン
パク質である HA が発現しているため、凝集構造にも HA が含まれているはずである。そこ
で、凝集構造に HA が発現しているか調べるため、免疫 SEM 法を用いて検討を行った。Fig. 














第 4 節 考察 
 Myosin II の阻害剤である Bleb を添加することによりアクチン-ミオシンネットワークを
崩壊させ（Fig. 2-2）、インフルエンザウイルスの粒子形成に与える影響を観察した。その結
果、Bleb の添加により感染細胞内のウイルスゲノムおよびタンパク質合成量に変化はなか
ったが、産生されるウイルスの力価が低下した（Fig. 2-3）。Myosin II のノックダウンによっ
ても、Bleb 存在下で見られたものと同様のウイルス増殖阻害効果が確認された（Fig. 2-4）。
Bleb の効果は、アクチンフィラメントに依存して作用していることを明らかにした（Fig. 








第 1 項 Bleb 添加により観察された現象を引き起こす責任分子 
 本研究では、Bleb を用いることにより、アクチン-ミオシンネットワークがインフルエン
ザウイルスの増殖を促進することを示した。Bleb はアクチンフィラメントの重合には影響
を与えないことが知られており(102)、Bleb と同様の結果が Myosin II のノックダウン細胞で
も得られていることから（Fig. 2-4）、アクチンフィラメントではなく Myosin II が関与して
いる現象であると考えられる。また、Bleb は Myosin II の ATPase 活性を阻害することから






第 2 項 アクチン-ミオシンネットワークの作用点 
 アクチン-ミオシンネットワークは、Myosin II とアクチンフィラメントから形成される巨
大複合体である。Myosin II は、1 対の Heavy chain と 2 対の Light chain から構成される（Fig. 
2-1A）。Heavy chain 内の Coiled-coil domain は、対をなす Heavy chain 同士の結合、および他
の Myosin II 分子との双極性の結合に必須な領域である（Fig. 2-1A、B）(55, 87)。Myosin ス
68 
 
ーパーファミリーは大きく分けて 18 種類に分類されているが、その多くは Coiled-coil 
domain の代わりに Tail domain とよばれる領域を有する。Tail domain は他のタンパク質と特
異的に結合し、積荷として輸送するための領域である(85, 86)。一方、Myosin II は Tail domain
を持たないため積荷を輸送する機能はない。Bleb 存在下、非存在下にかかわらず vRNP、























第 4 項 アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルス粒子形成に関与する機
構 
 第 2 章では、アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルスの粒子形成に関
与することを示した。また、vRNP の核外輸送（Fig. 2-6）、および vRNP、M1、HA の細胞






よび NA がクラスターを形成し(43)、これらの細胞質側領域に M1 がリクルートされる(44)。











































第 3 章 アクチン-ミオシンネットワークがウイルス粒子構成因子の集積に与え
る影響の解析 
第 1 節 概論 
第 1 項 目的 
第 2 章の結果より、アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルスの粒子形
成過程において重要な役割を担うことが示唆された。インフルエンザウイルスは HA、NA、





第 2 項 ウイルス膜タンパク質の細胞膜上における集合 
 インフルエンザウイルス膜タンパク質は、HA、NA、および M2 からなる。HA は、感染
時に細胞表面に発現する受容体であるシアル酸を標的として結合するタンパク質で(26)、
NA は、感染後期においてウイルス粒子が細胞膜から遊離するためにシアル酸を切断する活

























第 3 項 インフルエンザウイルス粒子形成過程における M1 の機能 
 M1 は、膜貫通領域をはじめとした細胞膜に特異的に局在する性質を持たない。しかし、
表面プラズモン共鳴法を用いた解析から、インフルエンザウイルス粒子の脂質膜直下に多
数の M1 が結合していることが示されている(110)。過去の報告から、M1 は、HA および NA
の細胞質側領域と結合することにより、細胞膜直下へリクルートされると考えられている
(43, 111, 112)。その後、M1 の多量体化を経て、インフルエンザウイルス粒子の形態が形成
される。 





野生型ウイルス 1/100 以下まで低下することが明らかとなった(113)。M1 の部分結晶構造か
ら、これらのアミノ酸は正に荷電し外側に面していることが知られている(114)。よって、
これらのアミノ酸部位が Budding site において負に荷電したリン脂質との結合を担う結果、
細胞膜を外側に屈曲させ適切な形状のウイルス粒子を形成させる機構に必要である可能性
が示唆されている。また、R76A、R77A もしくは R78A の M1 変異を持つウイルス感染細胞
では、M1 の細胞内局在が変化し、Multi vesicular body（MVB）のように細胞内小胞の内腔
にウイルス粒子が出芽することが報告されている(115)。過去の結晶構造解析から、これら








第 2 節 実験材料と方法 
第 1 項 ウイルス株 




第 2 項 Proximity ligation assay（PLA） 
・試薬 
試薬は全て Duolink In Situ PLA kit（Olink Bioscience）に添付のものを使用した。 
 
PLA mixture 
Duolink antibody diluent 12 l 
5x rabbit PLUS probe  4 l 
5x mouse MINUS probe 4 l 
 用時調製し、混和後室温で 20 分間インキュベートした後に使用した。 
 
Ligation solution 
MilliQ   15.5 l 
5x Ligation solution  4 l 




MilliQ   15.75 l 
5x Amplification stock solution 4 l 
Polymerase   0.25 l 
 用時調製した。 
 
1x Wash buffer A 
Wash buffer A 粉末 1 袋 
 MilliQ で混和後 1 l にメスアップし、4C に保存した。使用前に室温に戻した 




1x Wash buffer B 
Wash buffer B 粉末 1 袋 
 MilliQ で混和後 1 l にメスアップし、4C に保存した。使用前に室温に戻した。 
（終濃度 200 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaCl） 
 
0.01x Wash buffer B 
MilliQ  495 ml 
1x Wash buffer B 5 ml 




 1 次抗体の反応までは、間接蛍光抗体法と同様に細胞を調製した。なお、抗 HA 抗体は細
胞を透過処理せずに行った。抗 HA 抗体との反応後、4% PFA/PBS(-)で細胞を再度固定し、
0.5% NP-40 で透過処理を行った後ブロッキングを行い、抗 M1 抗体と反応させた。 
 1 次抗体との反応後、細胞を PBS(-)で洗浄し、PLA mixture とともに 37C で 90 分間反応
させた。1x Wash buffer A で 5 分間 3 回の振とう洗浄を行った後、Ligation solution とともに
37C で 45 分間反応させた。1x Wash buffer A で 2 分間 3 回の振とう洗浄を行った後、
Amplification solution とともに 37C で 150 分間反応させた。次いで、1x Wash buffer B で 10
分間 3 回の振とう洗浄を行った後、0.01x Wash buffer B で 1 分間洗浄を行った。その後、HA











MilliQ       14 l 
10x Protruding end kinase buffer（TOYOBO）   2 l 
10 mM ATP       2 l 
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100 pmol/l Udorn Seg7-26 for もしくは Udorn Seg7-784 rev 1 l 
T4 Polynucleotide kinase（TOYOBO）    1 l 
 
TE 
MilliQ   494 ml 
1 M Tris-HCl (pH 7.9)  5 ml （終濃度 10 mM） 




MilliQ     35.8 l 
10x KOD plus buffer（TOYOBO）  6 l 
2 mM dNTPs    6 l 
10 pmol/l リン酸化 Udorn Seg7-26 for   4 l 
10 pmol/l リン酸化 Udorn Seg7-784 rev 4 l 
逆転写反応液    3 l 
KOD plus（TOYOBO）   1.2 l 
 
ベクター切断反応液 
MilliQ   43.5 l 
10x High buffer（TOYOBO） 5 l 
1 g/l pCAGGS-GFP  1 l 
EcoRV   0.5 l 
 
脱リン酸化反応液 
切断した pCAGGS-GFP プラスミド 44 l（全量） 
10x CIAP buffer（TaKaRa）  5 l 
CIAP    1 l 
 
シークエンス用核酸伸長反応液 
MilliQ    9 l 
Half BD    7 l 
100 ng/l プラスミド   1 l 
1.6 pmol/l pCAGGS 1850 rev  2 l 






 Udorn 株のウイルス溶液（5.8 x 108 PFU/ml）を 200 l 用い、フェノールクロロホルム抽出
を 3 回、次いでエタノール沈殿を行った。ペレットを 40 l の Tris buffer で溶解後、13 l を
新たなチューブに移し、2 l の 10 pmol/l Uni-12 プライマーを加え、ReverTra Ace を用いて
逆転写反応を行った（計 20 l）。並行して、リン酸化反応液を 37C で 30 分間反応させるこ
とによりプライマーのリン酸化を行い、フェノールクロロホルム抽出およびエタノール沈
殿を行い精製した。その後、逆転写産物を鋳型にリン酸化プライマーで PCR を行い、産物
をフェノールクロロホルム抽出およびエタノール沈殿で精製を行った。1% Agarose gel で電





 ベクター切断反応液を 37C で 1 時間反応させることにより、1 g の pCAGGS-GFP プラ
スミドを切断した。フェノールクロロホルム抽出およびエタノール沈殿を行い精製した後、
脱リン酸化反応液を作製し、50C で 30 分間反応させた。次いで、フェノールクロロホルム
抽出およびエタノール沈殿で精製を行った。1% Agarose gel で電気泳動を行い、5,557 bp 付






を用いて 16C、12 時間のライゲーション反応を行った。次いで、Mach1 株のコンピテント
セルを形質転換させ、LB (Amp+) agar plate で培養を行った。よく分離されたコロニーを 5 ml





 プラスミドを 100 ng/l に希釈後、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Life 






第 4 項 エレクトロポレーションを用いた遺伝子導入法 
・器具 
 




 MDCK 細胞を PBS(-)で 2.5x 106個/ml の濃度に縣濁し、氷上に静置し充分に冷却した。5 g
のプラスミドを 1.5 ml チューブに用意し、先ほどの細胞懸濁液 100 l（2.5x 105細胞）を加
えピペッティングすることにより混和した。その後、Neon ピペットでプラスミド／細胞の
混合液を気泡が入らないように吸い上げ、専用バッファーで満たした Neon ステーションに
装着した。次いで、1,100 V、Pulse width 30 ms、2 回のエレクトロポレーションを行った。
その後ただちに、あらかじめ 3 ml の MEM を入れ 37C の細胞培養用インキュベーターで加





第 3 節 実験結果 
第 1 項 免疫染色法による HA 凝集体の観察 
 インフルエンザウイルス粒子が形成されるためには、HA が細胞膜上で集積し、そこへ
M1 および vRNP が集合する必要がある。前項の結果から、vRNP、M1 および HA の細胞膜
への輸送は、Bleb 処理によるアクチン-ミオシンネットワークの崩壊によって影響を受けな
いことが分かった。しかし、第 2 章の結果より、Bleb を処理することによってウイルス粒
子形成が阻害され、HA を含む大きな凝集構造が生じることが明らかとなった。このことか





 第 2 章の第 7 項（Fig. 2-9）では、Bleb を処理した感染細胞表面に HA を含む大きな凝集
構造が形成されていることを、免疫 SEM 法を用いた観察により明らかにした。そこで、ま
ず本項では、その結果を免疫染色法により確認することにした。MDCK 細胞にインフルエ
ンザウイルス Udorn 株を感染させ、5 時間後に DMSO もしくは Bleb を処理し、感染 15 時
間後に細胞を固定した。次いで、抗 HA 抗体を用いた間接蛍光抗体免疫染色法を行った。顕
微鏡観察後、z 軸方向に沿って連続撮影した画像を ZEN2009 ソフトウェア（カールツァイ
ス）に付属のMaximum intensity projection法を用いてスタッキング像として、解析に用いた。
その結果、Bleb 未処理の感染細胞では、HA は細胞膜上に一様に分布していることが分かっ
た（Fig. 3-2A、上段中央、赤色）。一方、Bleb 存在下において、HA は凝集構造を形成して
いた（Fig. 3-2A、上段右、赤色）。この結果は、Fig. 2-7D の免疫 SEM 法による観察結果と
一致する。また、この時 Myosin II も共染色し局在を調べたところ、Bleb 未処理の非感染細
胞および感染細胞では細胞膜付近で帯状に集積している様子が観察された（Fig. 3-2A、2 段
目左、中央、緑色）。しかし、Bleb を処理した感染細胞では細胞膜付近の帯状構造は見られ




























































































 次に、感染細胞において Bleb 添加時に観察された HA の凝集構造の大きさの分布を検討




の凝集構造は SEM 法で観察された凝集構造と同一のものであると考えられる。 
 また、直径 7 m 以上の凝集構造が 1 つ以上観察された細胞の割合を百分率で示したとこ
ろ、Bleb 未処理のサンプルでは HA の大きな凝集構造を有する細胞は観察されなかったの
に対し（Fig. 3-2C、-Bleb）、Bleb を処理したサンプルでは 45%の細胞で大きな凝集構造が観









 まず、ウイルス膜タンパク質である M2 の集積について検討を行った。その結果、Bleb
未処理の細胞では、M2 は細胞膜上に一様に分布している様子が観察された（Fig. 3-3A、2
段目中央、緑色）。また、M2 の多くは HA と共局在していることが示された（Fig. 3-3A、下
段中央）。HA は脂質ラフト局在タンパク質だが、M2 は元々脂質ラフトに局在するタンパク
質ではない。しかし、インフルエンザウイルス感染においては HA を含む脂質ラフトが局所
的に集積することにより Budding site が形成され、そこへ M2 が結合することが fluorescence 
life time imaging microscopy-fluorescence resonance energy transfer（FLIM-FLET）法を用いた解
析から明らかにされている(109)。したがって、本実験で観察された HA と M2 の共局在は、
HA の局所集積およびそれに付随する M2 の近接を反映している結果であると考えられる。
一方、Bleb を処理した細胞においても、M2 の多くは HA と共局在していた。また、HA の
凝集構造においても、M2 の特異的な集積が確認された（Fig. 3-3A、2 段目右、緑色）。よっ
て、アクチン-ミオシンネットワークは、脂質ラフトの集積および HA と M2 の結合には関
与していないと推測される。 
 次に、インフルエンザウイルスの裏打ちタンパク質で、ウイルス粒子の構造を決定する
主要タンパク質である M1 に着目した。M1 は膜タンパク質ではないが、HA や NA の細胞
質側領域と結合することによりウイルス粒子に取り込まれることが報告されている(44)。


























ネットワークは、M1 が Budding site へ集積する過程に関与している可能性が示唆された。 
 
 
第 3 項 細胞膜における HA と M1 の結合 
 次に、HA と M1 の結合を詳細に調べるために、Proximity ligation assay（PLA）法を行っ
た。PLA 法は 2 種類の異なるタンパク質同士の距離が 40 nm 以下まで近接した時に蛍光シ
グナルを発する方法であることから(117, 118)、理論的には 1 分子間の近接まで検出可能で
ある。HA と M1 の結合を検討するため、マウス抗 HA 抗体とラビット抗 M1 抗体を用いて
PLA 法を行った。コントロールとして抗 HA 抗体と抗 NP 抗体の組み合わせ（Fig. 3-4A、上
段）、および抗 HA 抗体と免疫していないウサギ血清の組み合わせで PLA 法を行った場合
（Fig. 3-4A、2 段目）は、PLA シグナルがほとんど観察されなかった。これは、vRNP の HA
との結合が直接的ではなく、M1 を介した間接的な結合であることに起因すると考えられる。
一方、抗 HA 抗体と抗 M1 抗体の組み合わせで行った場合では、多数の PLA シグナルが観
察された（Fig. 3-4A、3 段目中央）。よって、細胞膜直下において HA と M1 は非常に近接し
ていることが明らかとなった。Bleb を添加した細胞においては、観察された HA の凝集構
造においていくつかの PLA シグナルが検出された（Fig. 3-4A、下段、矢じり）。この結果は
M1 の一部が HA の凝集構造と近接して存在していることを示している。よって、これらの
凝集構造は出芽途中のウイルス粒子由来の構造物であることが示唆される。しかし、HA の
凝集構造における PLA シグナルの個数は極めて少なく、PLA シグナルが特異的に集積して




Bleb 存在下でのシグナル個数は Bleb 非存在下の場合と比較して顕著な差はみられなかった
（Fig. 3-4B）。PLA シグナルの大きさを計測したところ、Bleb 存在下の細胞では Bleb 非存
在下の細胞と比較して若干大きい傾向が見られたが、その差はわずかであった（Fig. 3-4C）。
したがって、アクチン-ミオシンネットワークは、細胞全体における M1 と HA との結合に




















































































第 4 項 M1 の粒子内取り込み阻害が凝集構造形成に与える影響 
 前項までの結果より、M1 の Budding site への局在が阻害されたことによって感染細胞表
面に HA の凝集構造が形成された可能性が考えられた。そこで、M1 量が増加すれば Budding 
site への集積および粒子内への取り込み量も増加し、凝集構造が解消するのではないかと予
想した。MDCK 細胞に GFP を融合した M1（GFP-M1）を発現させた後、インフルエンザウ
イルス Udorn 株を感染させた。5 時間後に Bleb を処理し、感染 15 時間後に細胞を固定した
後に間接蛍光抗体免疫染色法を行った。Bleb 非存在下では、GFP-M1 発現細胞における HA  
の局在（Fig. 3-5A、2 段目中央）は、GFP 発現細胞における局在（Fig. 3-5A、上段中央）と 
変わらず、大きな凝集構造は見られなかった。一方、Bleb 存在下では、GFP 発現細胞で観
察された HA の凝集構造（Fig. 3-5A、3 段目中央）は、GFP-M1 の強制発現により少なくな
っていることが確認された（Fig. 3-5A、下段中央）。 
 次に、凝集構造の大きさの分布を検討するため、直径 2 m 以上の凝集構造の長さを
IMARIS ソフトウェアを用いて測定し、その結果を散布図で表した（Fig. 3-5B）。その結果、





また、直径 7 m 以上の凝集構造が 1 つ以上観察された細胞の割合を百分率で示したとこ
ろ、Bleb 存在下の GFP 発現細胞では 45%であったのに対し、GFP-M1 発現細胞では 14%に





によるウイルス力価の変化は検出されなかった（Fig. 3-5D）。ちなみに、M1 はウイルス RNA
合成を抑制する活性があることが知られている。そこで、本実験で vRNA 発現量に差があ
るかを調べるため、感染細胞から RNA を精製し、第 5 分節 vRNA を Real-time RT-PCR によ
って定量した。その結果、GFP-M1 発現細胞における vRNA 量は GFP-発現細胞における量




























































































































































































第 4 節 考察 
Bleb を処理した感染細胞表面には、SEM 法で観察されたものと同様の HA の凝集構造が
免疫染色法によって観察された（Fig. 3-2）。このとき、M2 はこの凝集構造に特異的に集積
していたが、M1 は集積していなかった（Fig. 3-3）。PLA 法を用いた実験より、凝集構造に









第 1 項 アクチン-ミオシンネットワークが関与するウイルスタンパク質の局所的集積機構 
 免疫染色の結果から、Bleb 添加時に観察された HA の凝集構造に M2 が特異的に集積して
いることが示された（Fig. 3-3）。M2 は元々脂質ラフトに局在するタンパク質ではないが、
HA を含む脂質ラフトが局所的に集合することにより、HA の近傍に M2 が局在することが
明らかとなっている(109)。よって、アクチン-ミオシンネットワークは、HA のクラスタリ
ングおよび M2 との結合には関与していないと推測される。 
 一方、M1 は HA の凝集構造に特異的に集積しておらず、HA と M1 の相互作用もあまり
検出されなかった（Fig. 3-3、Fig. 3-4）。アクチン-ミオシンネットワークは、インフルエン
ザウイルスの Budding site である細胞膜直下に多く局在している(55, 87, 119)。そこでアクチ
ンフィラメントを収縮および拡張させることにより、分泌小胞の細胞膜への移動を促進す
ることが報告されている(103, 104)。よって、アクチン-ミオシンネットワークは M1 の
Budding site への局所的な集積を制御している可能性が考えられる。実際、M1 の過剰発現に
より凝集構造が一部解消されることが分かった（Fig. 3-5A-C）。M1 はウイルス粒子の形状
を規定することが知られていることから(80, 81)、過剰発現により M1 が Budding site へ集積
する量が増えた結果、正常な大きさおよび形のウイルス粒子が出芽し、大きな凝集構造が
解消したと推測される。しかし、M1 を過剰発現させても Bleb 添加によるウイルス力価の
低下が回復しなかったことから（Fig. 3-5D）、粒子形成に関与する他の過程も Bleb の添加に






























第 4 章 アクチン-ミオシンネットワークが vRNP の集合に与える影響の解析 
第 1 節 概論 
第 1 項 目的 
第 3 章の結果から、インフルエンザウイルス粒子形成において、アクチン-ミオシンネッ









第 2 項 vRNP の輸送および Budding site における集合機構 
 核内で複製された vRNP は、結合する M1 および NS2 によって細胞質へと移行する(36, 
75-78)。次いで、YB-1 を介して微小管の重合中心である中心体にリクルートされる。微小
管に乗った vRNP は、Rab11 依存的なリサイクリングエンドソームの経路により細胞膜直下
へと輸送される(38-42)。 
 vRNP は細胞膜に結合する性質を持たないが、HA および NA の細胞質側領域に結合する




第 3 項 8 種類の vRNP がインフルエンザウイルス粒子内に取り込まれる機構 
 インフルエンザウイルス vRNA は、異なる 8 種類の分節（第 1-8 分節）に分かれている。
これらの vRNA は分節ごとに異なる核酸配列を持っており、インフルエンザウイルス増殖
に必須な異なるタンパク質をコードしている。したがって、インフルエンザウイルス粒子


















 近年、電子顕微鏡を用いた観察から、ほぼ全てのインフルエンザウイルス粒子は 8 本の 
vRNP を有しており、7 本の vRNP が 1 本の vRNP を取り囲むように配置された「7+1 配置」 
をとることが明らかとなっている(120-123)。vRNP の種類に関しては、粒子断面の連続写真
を撮影しウイルス粒子に含まれる vRNP の長さを解析した研究から、1 粒子中には 8 種類の
vRNP が含まれることが分かった(124)。つまり、8 種類の vRNP が何らかの機構で識別され、
それぞれ 1 本ずつが 1 セットとなった形で 1 粒子のインフルエンザウイルスに取り込まれ
ていると考えられる。RNA fluorescence in situ hybridization（RNA-FISH）法を用いた解析か
ら、2 種類以上の異なる vRNA 分節が核の近傍の細胞質において共局在していることが報告
されている。よって、少なくとも微小管上を移動する際には異なる種類の vRNP 同士が一部
相互作用していることが考えられる(125, 126)。各分節の vRNP は、分節ごとに異なる vRNA、
および共通のウイルスポリメラーゼと NP から構成されており、分節特異的に結合するタン
パク質はこれまでのところ報告されていない。よって、異なる種類の vRNP を識別する手段
は vRNA の核酸配列のみである。そのため、各分節の vRNP 中の vRNA 同士が RNA-RNA
ハイブリッドを形成することにより分子間相互作用し、選択的に識別されるという仮説が
提唱されている(127)。実際、in vitro で異なる分節の vRNA を合成し結合を検討した実験か







第 2 節 実験材料と方法 
第 1 項 ウイルス株 
 H1N1 亜型に属する Influenza A/PR/8/34（PR8）株を用いた。 
 
 
第 2 項 免疫沈降法 
・試薬 
 
0.5% Formaldehyde 溶液 
PBS(-)    2 ml 
37% ホルムアルデヒド液  27 l 
 
100 mM Tris-HCl（pH 7.9） 
PBS(-)   510 l 
1 M Tris-HCl（pH 7.9） 90 l 
 
10% TritonX-100 
TritonX-100  5 g 
MilliQ で 50 ml にメスアップし、室温に保存した。 
 
100 mM Glycine-HCl（pH 2.7） 
Glycine 3.75 g 





 直径 10 cm のディッシュ 2 枚に 2x 106個ずつの MDCK 細胞を播種し、感染および Bleb の
添加を行った。これを 1 サンプルとした。感染 8 時間後に細胞を PBS(-)で 2 回洗浄し、0.5% 
Formaldehyde 溶液で 10 分間細胞を固定した。PBS(-)で 1 回洗浄した後、100 mM Tris-HCl（pH 
7.9）溶液を添加することによりクロスリンクを停止させた。その後、スクレーパーで回収
した細胞に 450 l の Cell lysis buffer を添加し、Vibra-cell（Sonics & Materials）を用いて超音
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波破砕を行った。卓上遠心機で 15,000 rpm、1 分間の遠心で得られた上清画分をサンプルと
し、200 l ずつ 2 つのチューブに分けた。1 つは nProtein A Sepharose Fast Flow ビーズ（GE
ヘルスケア）、片方は抗 NP 抗体を結合した同様のビーズを 5 l（bed volume）添加し、4C
で1時間インキュベートした。Cell lysis bufferで3回洗浄後、10 lの100 mM Glycine（pH 2.7）
を添加することによりタンパク質を溶出した。その後、1 l の 1 M Tris-HCl（pH 7.9）およ
び 3.5 l の 4x SDS サンプルバッファーを添加し、SDS-PAGE および Western blotting 法を行
った。超音波破砕後の上清 10 l を Input とした。 
 
 




上清画分  100 l 
100 mM CaCl2 1 l （終濃度 1 mM） 
MilliQ  5 l 
50 U/l MNase 2 l （終濃度 1 U/l） 
コントロールとして、MilliQ の代わりに 10% TritonX-100 を添加（終濃度 0.5%）し
たサンプル、および MNase の代わりに MilliQ を添加したサンプルを作製し、比較し
た。 
 
200 mM EGTA 
EGTA 四酢酸  7.61 g 
 MilliQ に縣濁した後、NaOH を添加することにより pH 8.0 に調製し、溶解させた。




 直径 3.5 cm のディッシュに 2x 105個ずつの MDCK 細胞を播種し、感染および Bleb の添
加を行った。感染 8 時間後に上清を回収し、卓上遠心機で 15,000 rpm、1 分間の遠心を行っ
た。上清 100 l を用い、37C で 30 分間 MNase 処理を行った。その後、1.5 l の 200 mM EGTA
を添加することにより、MNase による切断を停止させた。次いで、フェノールクロロホル









Sucrose  20 g 
 PBS(-)で 40 ml にメスアップした。 
 
45% Sucrose/PBS(-) 
PBS(-)  0.6 ml 
50% Sucrose/PBS(-) 5.4 ml 
 
40% Sucrose/PBS(-) 
PBS(-)  1.2 ml 
50% Sucrose/PBS(-) 4.8 ml 
 
30% Sucrose/PBS(-) 
PBS(-)  2.4 ml 
50% Sucrose/PBS(-) 3.6 ml 
 
20% Sucrose/PBS(-) 
PBS(-)  3.6 ml 




 直径 10 cm のディッシュに 2x 106個ずつの MDCK 細胞を播種し、感染および Bleb の添加
を行った。感染 8 時間後に上清を回収し、1,500 xg で 5 分間遠心を行い、死細胞等を除去し
た。1,667 l の上清と 333 l の 50% Sucrose/PBS(-)を混合し（終濃度 8.33% Sucrose）、サン
プルとした。超遠心用チューブに、2.36 ml の 50% Sucrose/PBS(-)、1.89 ml の 45% 
Sucrose/PBS(-)、1.89 ml の 40% Sucrose/PBS(-)、2.36 ml の 30% Sucrose/PBS(-)、2.36 ml の 20% 
Sucrose/PBS(-)の順に静かに重層し、最後に 1.8 ml のサンプルを重層した。その後、SW40
ローター（Beckman）で、24,000 rpm、4C、140 分の超遠心を行った。次いで、上から 1.1 ml
ずつ回収し、100 l を RT-PCR 法での解析に、700 l を SDS-PAGE および Western blotting 法
での解析に用いた。なお、700 l 分のサンプルは、等量の 10% TCA（Trichloroacetic acid）
と混合し、TCA 沈殿を行いペレットにしたものを SDS-PAGE に用いた。 
96 
 
第 3 節 実験結果 
第 1 項 感染細胞における Myosin II と vRNP の結合 
 インフルエンザウイルス粒子の形成過程では、HA の細胞質領域に M1 が集積し、多量体
を形成することにより粒子が形作られる。そこへ vRNP が M1 と結合することで粒子内へ取
り込まれ、子孫ウイルス粒子が放出される。第 3 章において、アクチン-ミオシンネットワ
ークが M1 の局所的な集積に及ぼす影響について検討した。そこで、本章ではウイルス粒子
構成因子として vRNP に着目し、アクチン-ミオシンネットワークが vRNP の局所的な集積
に関与しているか検討することとした。 
 感染細胞内において、Myosin II と vRNP が相互作用しているか検討するため、抗 NP 抗体
を用いた免疫沈降を行った。その結果、NP とウイルスポリメラーゼが抗 NP 抗体特異的に
沈降した（Fig. 4-2、lane 3、NP、3 pols）。このとき、Myosin II も共沈降することが明らか
となった（Fig. 4-2、lane 3、Myosin II）。よって、vRNP と Myosin II は感染細胞内で結合し
ている可能性が示唆された。一方、Bleb を添加した感染細胞においても、抗 NP 抗体特異的
な NP およびウイルスポリメラーゼの沈降が見られ、Myosin II の共沈降も Bleb 非存在下の
場合と同程度検出された（Fig. 4-2、lane 6）。Bleb はアクチンフィラメントと Myosin II の結
合を阻害する薬剤であるため、Bleb 存在下ではこれらは解離して存在していると考えられ




第 2 項 Bleb 存在下で放出されるウイルスに含まれる vRNA 量あたりの感染性粒子数 
 次に、放出されたウイルス粒子の構成成分に着目し検討を行った。MDCK 細胞にインフ
ルエンザウイルス PR8 株を感染させ、5 時間後に Bleb を添加した。感染 8 時間後に上清画
分を回収しプラークアッセイ法により感染性ウイルス粒子数を定量したところ、Bleb の量
依存的に減少した（Fig. 4-3A、Viral titer）。これは、Fig. 2-3A の結果と一致する。一方、上
清画分から RNA を精製し第 5 分節 vRNA を Real-time RT-PCR によって定量したところ、感
染性粒子数と同様に Bleb 依存的な減少が見られたが、50 M の Bleb 存在下では感染性粒子
数が 8%程度まで減少しているのに対し、vRNA 量は 38%程度と、Bleb による減少効果が弱
かった（Fig. 4-3A、50 M）。また、これらの値を vRNA 量あたりの感染性粒子数で表した
ところ、50 M Bleb 存在下での値は Bleb 非存在下時の 20%程度にまで低下していることが
明らかとなった（Fig. 4-3B、50 M）。 
  






















































































いと考えられる。そこで、Bleb 存在下で放出された vRNP が脂質膜に包まれているかを検
討することとした。 
Bleb 非存在下および存在下の感染細胞の上清画分を回収し、Micrococcal nuclease（MNase）
で処理した。その後、RNA を精製し、第 5 分節 vRNA を Real-time RT-PCR によって定量し
た。脂質膜に包まれた vRNA は MNase 処理による切断を免れるため、Real-time RT-PCR に
よって検出されるという実験系である。その結果、Bleb 未処理のサンプルでは MNase 処理
後に 78%の vRNA が残存していた（Fig. 4-4、lane 2）。つまり、上清中の vRNA のうち 78%
がウイルス粒子に取り込まれていたと考えられる。一方、Bleb を処理したサンプルでは
MNase 処理後に 74%の vRNA が検出された。この値は Bleb 未処理のサンプルとほぼ変わら
なかった。ちなみに、TritonX-100 存在下では脂質膜が崩壊するため、ほぼ全ての vRNA が
MNase の作用を受け切断された（Fig. 4-4、lane 3、lane 6）。よって、Bleb 存在下でも上清中




第 4 項 Bleb 存在下で放出されるウイルス粒子の大きさ 
 第 2 章および第 3 章の結果より、Bleb 存在下では感染細胞表面に HA を含む大きな凝集
体が生じることが明らかとなった。よって、これらの凝集体が大きな塊として出芽してい
る可能性がある。そこで、感染細胞の上清画分をショ糖密度勾配遠心法を用いて分画する
ことにより、ウイルス粒子の大きさを検討することとした。抗 NP および抗 M1 抗体を用い
た Western blotting 法を行ったところ、Bleb 未処理のサンプルでは NP および M1 が Fraction 
7 周辺に検出された（Fig. 4-5、-Bleb、NP、M1）。また、各画分から RNA を精製し第 5 分節
vRNA を RT-PCR によって検出したところ、vRNA も Fraction 7 周辺に検出された（Fig. 4-5、
-Bleb、vRNA）。よって、これらは vRNP を含むウイルス粒子の画分であると考えられる。









400 forとNP-614 revプライマーを用いてReal-time PCRを行い定量した。コントロールとして、
0.5% TritonX-100存在下でMNase処理を行ったサンプルの結果を示す（lanes 3、6）。vRNA量は
MNase未処理のサンプル（lanes 1、4）で検出された量に対する相対値で示す。
MNase - + +













































































第 4 節 考察 
 感染細胞内において、Myosin II と vRNP が相互作用することが分かった（Fig. 4-2）。また、
感染細胞の上清画分に含まれるウイルス粒子構成成分を定量したところ、50 M の Bleb 存
在下における vRNA 量あたりの感染性ウイルス粒子数は Bleb 非存在下における値の 20%程
度にまで減少した（Fig. 4-3）。Bleb 存在下において上清中の vRNA の約 80%はウイルス粒
子中に存在しており、Bleb 非存在下の場合と変わらなかった（Fig. 4-4）。Bleb 存在下では大
きな凝集構造が生じたことから、この凝集体が巨大な塊として出芽している可能性が考え
られた。しかし、ショ糖密度勾配遠心法を用いてウイルス粒子の大きさを比較したところ、





第 1 項 アクチン-ミオシンネットワークと vRNP の相互作用 
 免疫沈降法の結果より、感染細胞内において Myosin II と vRNP は共沈することが示され
た（Fig. 4-2）。過去の報告から、感染細胞内において M1 と NP は 1% TritonX-100 に不溶性
であり、かつ、微小管を安定化させる薬剤 Taxol および微小管の不安定化剤 Nocodazole で
処理しても TritonX-100 に不溶性であったことから、M1 および NP は、微小管ではなくアク
チンフィラメントに結合している可能性が高いことが示されている(72)。よって、本実験で
アクチン-ミオシンネットワークの構成成分である Myosin IIと vRNPの相互作用が検出され
たことは妥当であると考えられる。また、Bleb 存在下においても同程度の Myosin II が NP
と共沈したことから、vRNP はアクチンフィラメントを介して結合しているのではなく
Myosin II と直接的に結合している可能性が高い。 
 
 
第 2 項 vRNA あたりの感染性ウイルス粒子数が減少する理由 
 上清画分のウイルス粒子構成成分を定量したところ、50 M の Bleb 存在下では非存在下
と比較して vRNA 量あたりの感染性粒子数が 20%程度にまで減少した（Fig. 4-3B）。また、
上清中の vRNA は Bleb 非存在下の場合と同程度ウイルス粒子中に取り込まれていることが




 この理由としてまず、本研究で明らかとなった Myosin II が vRNP と結合しているという
結果（Fig. 4-2）から、アクチン-ミオシンネットワークが vRNP の粒子内取り込みを促進し
ているという可能性が考えられる。インフルエンザウイルス vRNA は、異なる 8 種類の分
節（第 1-8 分節）に分かれている。これらの vRNA は分節ごとに異なるウイルスタンパク質
をコードしているため、1 粒子中に 8 種類全ての vRNA が取り込まれた粒子だけが感染性を
持つ(46)。したがって、Bleb 存在下で vRNP の粒子内取り込みが阻害された結果、vRNP が
8 種類そろっていない非感染性ウイルス粒子が出芽している可能性がある。直径 100 nm の
球状ウイルス粒子だと想定した場合、vRNP を 14 本程度までは取り込むことが可能である
と試算されている(128)。しかし、近年電子顕微鏡を用いた観察から、ほぼ全てのインフル
エンザウイルス粒子は 8 本の vRNP を有し(120-123)、さらに、1 粒子に含まれる vRNP の長
さを電子顕微鏡を用いて測定した実験、および 1 粒子に含まれる vRNP 分節の種類を
RNA-FISH 法と全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF；Total internal reflection fluorescence）を用いて
検出した実験から、1粒子中には 8種類の vRNPが含まれることが示唆されている(124, 129)。
つまり、8 種類の vRNP が何らかの機構で識別され、1 本ずつが 1 セットとなった形で 1 粒
子のインフルエンザウイルスに取り込まれていると考えられる。アクチン-ミオシンネット
ワークは vRNP の Budding site への局所的な集積を促進することにより、この機構に関与し
ている可能性が推測される。 
 また、vRNP 以外のウイルス粒子構成因子の取り込みに異常が生じている可能性も考えら
れる。例えば、HA や M2 は宿主への感染開始に必須なタンパク質なので、粒子あたりの
HA や M2 量が低下している場合は感染性を持たない。しかし、上清中の vRNA 量あたりの




しかし、Bleb 存在下においても vRNP は同程度ウイルス粒子に取り込まれているという結
果（Fig. 4-4）から、出芽したウイルス粒子の膜は崩壊していないと考えられるため、この
可能性は低いと推測される。 
 以上の考察から、アクチン-ミオシンネットワークが vRNP の粒子内取り込みを促進して
いる可能性が高いと考えられるが、他の可能性も完全には排除できない。よって、放出さ





























第 5 章 総括と展望 
第 1 節 総括 
 Myosin II の阻害剤である Bleb を添加することによりアクチン-ミオシンネットワークを
崩壊させ（Fig. 2-2）、インフルエンザウイルスの粒子形成に与える影響を検討した。その結
果、Bleb の添加により感染細胞内のウイルスゲノムおよびタンパク質合成量に変化はなか
ったが、産生されるウイルス力価が低下した（Fig. 2-3）。Myosin II のノックダウンによって
も、Bleb 存在下で見られたものと同様のウイルス増殖阻害効果が確認された（Fig. 2-4）。ま
た、Bleb のウイルス力価減少効果は、アクチンフィラメントに依存して作用していること
を明らかにした（Fig. 2-5）。次に、Bleb の作用点を調べるため、vRNP の核外輸送（Fig. 2-6）、
および vRNP、M1、HA の細胞膜への輸送効率（Fig. 2-7、Fig. 2-8）を検討したところ、Bleb
存在下、非存在下で変化がなかった。一方、感染後期において細胞表面を SEM 法により観
察したところ、Bleb 添加により HA を含む凝集構造が有意に検出された（Fig. 2-9）。これら
の結果より、アクチン-ミオシンネットワークは、インフルエンザウイルスの粒子形成過程、
特にウイルス粒子構成成分の Budding site への集積を促進していることが示された。 
 Bleb を処理した感染細胞表面には、SEM 法で観察されたものと同様の HA の凝集構造が
免疫染色法によって観察された（Fig. 3-2）。ウイルス膜タンパク質の一種である M2 はこの
凝集構造に特異的に集積していたが、ウイルス粒子の形を決定する M1 は集積していなかっ
た（Fig. 3-3）。PLA 法を用いた実験より、凝集構造において HA と M1 はほんのわずかしか
相互作用していないことが明らかとなった（Fig. 3-4）。よって、Bleb 存在下では Budding site






 そこで、M1 と同様に細胞質側から Budding site に集積することが知られている vRNP に
着目したところ、感染細胞内において Myosin IIと vRNPが相互作用することが分かった（Fig. 
4-2）。また、感染細胞の上清画分に含まれる vRNA 量および感染性粒子数を定量したところ、
50 M の Bleb 存在下における vRNA 量あたりの感染性粒子数は、Bleb 非存在下の場合と比
較して 20%程度にまで低下することが明らかとなった（Fig. 4-3）。一方、Bleb 存在下におい






Bleb 非存在下と存在下で変化は見られなかった（Fig. 4-5）。これらの結果より、Bleb 存在下
では、直径 100 nm 前後の通常の大きさだが vRNP が 8 種類そろっておらず感染性を持たな
いウイルス粒子が形成されている可能性が考えられる。 





















第 2 節 展望 




サイトーシス、ストレスファイバーの形成などが生じる(89, 90)。脂質ラフト上に HA が集
積することで、Raf/MEK/ERK シグナル経路が誘導されることが報告されている(130, 131)。
Raf/MEK/ERK シグナルは、Myosin II の Light chain のリン酸化を引き起こすことが知られて
いる。Myosin IIのATPase活性およびアクチンとの結合活性は、Heavy chainおよびLight chain
のリン酸化および脱リン酸化によって制御されていることから(132, 133)、Raf/MEK/ERK シ
グナルによりアクチン-ミオシンネットワークが活性化されると考えられる。また、HA は G
タンパク質の一種である G12/13 を介して Raf/MEK/ERK シグナルを活性化することが明









第 2 項 ウイルス粒子内への vRNP の取り込み機構 
 今後精査が必要だが、本研究からアクチン-ミオシンネットワークが vRNP の粒子内取り
込みを促進する可能性が示された。インフルエンザウイルスの vRNA は、異なるウイルス
タンパク質をコードした 8 種類の分節（第 1-8 分節）に分かれている。したがって、インフ
ルエンザウイルス粒子が感染性を持つためには、1 粒子中に 8 種類全ての vRNP が取り込ま
れる必要がある(46)。1 粒子中に 8 本の vRNP がランダムに含まれる場合、感染性を持つウ
イルス粒子は全体のわずか 0.24%しかないと試算される。よって、異なる分節の vRNP を選
択的に識別し粒子中に取り込む何らかの機構があると考えられていたが、ウイルス粒子中
に含まれる vRNP の個数および種類は明らかにされていなかった。しかし近年、電子顕微鏡
を用いた観察から、ほぼ全てのインフルエンザウイルス粒子は 8 本の vRNP を有しているこ
とが明らかとなった(120-123)。vRNP の種類に関しては、1 粒子に含まれる vRNP の長さを
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電子顕微鏡を用いて測定した実験、および 1 粒子に含まれる vRNP 分節の種類を RNA-FISH
法と全反射照明蛍光顕微鏡を用いて検出した実験から、1 粒子中には 8 種類の vRNP が含ま





なる vRNA 分節が細胞質において共局在していることが明らかとなっている(125, 126)。し
かし、感染 4-10 時間では共局在率が低かったことから、vRNP の細胞内発現量が少ない場
合は集合が限定的であり、相互作用が強い分節同士しか集合していない可能性が高い。サ
ブアッセンブリーしたこれらの vRNP は、細胞膜直下で完全に集合すると推測される。よっ





第 3 項 インフルエンザ治療薬への展開 
 本研究により、アクチン-ミオシンネットワークがインフルエンザウイルスの粒子形成過
程を促進することが示された。今後、Myosin II のノックダウン細胞を用いて Bleb 存在下と
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